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Neue Oberflachenprotein- (HBsAg-) Variante des Hepatitis B Virus 



Die Erfindung betrifft Sequenzen einer neuen Variante des Hepatitis B surface Anti- 
gens (HBsAg) und Methoden, diese Genom- und Protein-Variante sowje dagegen 
gerichtete Ahtikerper aus Patientenproben zu detektieren. 

Die neuen Sequenzen fuhren zu 1 1 noch nicht bekannten Aminosaure-Austauschen 
in dem Hepatitis B surface Antigen, HBsAg in den Aminosaurepositionen 96 bis 136, 
der Aminosauresequenz des surface Antigens, wobei sich'10 Substitutionen in der 
Region der a-Determinante befinden (aa 101 bis.aa 180) 

Die Erfindung betrifft auch immunchemische Nachweisverfahren zum gleichzeitigen 
Nachweis diese.r neuen HBV - Variante zusammen mit bekannten Varianten/Sub- 
typen sowie die Verwendung der neuen Sequenzen in Verbindung mit bekannten 
Sequenzen zum gleichzeitigen Nachvyeis von HBV-spezifischen Antikorpern. Die An- 
tigen bzw. AntikorperrBestimmungen k6nnen jeweils in einem Testansatz differenzie- 
rend Oder nicht-differenzierend durchgeftihrt werden. ■ *' ' 



ichlieBlich betrifft die Erfindung auch den Nkchweis der entsprechenden Nuklein- 
sauren mit Hilfe sogenannter Nukleinsaure-Tests (z.B. Polymerase Chain Reaction, 
PCR) mit Hilfe geeigneter Primer sowie die Verwendung der neuen Aminosaurese- 
quenzen zur Erzeugung von Impfstoffen. 

Das Hepatitis B Virus ist bekanntermafcen der Ausloser einer Vielzahl von Erkran- 
kungs-Verlaufen von milden inapparenten Infektionen bis hin zu chroriisch aktiveri 
und fulminant vertaufenden durch virale Infektionen ausgelosten Leberentzundungen 
(Virushepatitiden). 
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Die chronische Infektion mit HBV stellt mit geschatzten 400 Millionen betroffenen 
. Menschen ein globales Gesundheitsproblem dar (Lee, N. Engl. J. Med. 337; 1733- 
• 1745(1997)) 

Als geeignetste Prophylaxe fur die weltweit haufig anzutreffende HBV - Infektion gin 
die aktive Immunisierung (Stimulation der Antikdrperantwort durch Antigengabe) und 
auch die passive Immunisierung (durch Injektion praformierter AntikSrper). 

Das HBV gehort zu den Hepadna-Viren und stellt ein Viruspartikel mit einem Durch- 
messer von 42 nm dar, das aus Kem und Huile besteht. Das Genom des Virus ist 
eine doppelstrangige, ringfdrmige DNA- Sequenz von etwa 3200 Nukleotiden, die 

•mindestens sechs verschiedene virale Gene kodieren (Tiollais et al., Nature 317: 
489-495(1985)). : 

Es liegen vier offene Ueserahmen fur die Bildung der viralen Proteine vor; 

Im S-Gen liegt die Information fQr das HBV surface Antigen (HBsAg), das auch small" 
protein (S) genannt wird. Daneben gibt es.auch groUere Forrrien, die als large protein 
(L) und middle protein (M) bezeichnet werden. 

Allen drei Proteinen gemeinsam ist die 226 Aminosauren umfassehde S-HBsAg Se- 
quenz (Gerlich et al., Viral Hepatitis and Liver Disease, Hollinger et al., William- 
Wilkens, Baltimore, MD,. pages 121-134 (1991)). 

• 

ie Proteinregionen vor dem small HBs werden auch Pre-S1 und Pre-S2 bezeichnet. 
umfassen 108 bzw. 55 Aminosauren und sind beide in dem L-Protein (389 Ami- 
nosauren) enthalten, wahrend das M-Protein nur das Pre-S2.zusammen mit dem S- 
Antigen umfalit (281 Aminqsaufen). Die Pre-S Proteine weisen unterschiedliche Gly- 
kosilierungsgrade auf und tragen die Rezeptoren fur die Erkennung der Leberzellen, . 

Das C-Geh tragt die Information fDr das Nukleokapsid Protein, Hepatitis B Core Anti- 
gen (HBcAg). Die Translation dieses Proteins kann bereits in der Pre-C-region star- 
ten und zur Bildung von Hepatitis B e-Antigen (HBeAg) fQhren. Das HBeAg weist 
gegenQber HBcAg.eine andere Faljung und Immunogenitat auf. HBeAg kommt im 
Gegensatz zu HBcAg frei im Serum vor und wird bei positivem Nachweis als 



IndikatorfQrdie Bildung von HBcAg und damit fur die Bildung infektioser Viruspartikel 
angesehen. 

Die im Viruspartikel enthaltene Reverse Transcriptions DNA-Polymerase wird von P- 
Gen codiert und furdas Transaktivator X-Gen wird eine ursachliche Rolle bei der . 
Entstehung vori HBV-assoziierten primaren Leberzell-Karzinomen diskutiert. 

Der virale Replikationszyklus von HBV umfa&t eine intrazellulare pre-genomische 
RNA, die im viralen Nukleocapsid in die in DNA umgeschrieben wird. Da die HBV - 
eigene Reverse Transkriptase DNA- Polymerase Qber keine Richtigkeits-Lesefahig- 
keit verfugt (proof-reading capability), werden mit relativ hoher Haufigkeit falsche Nu- 
kleotide eingebaut Als Folge weist das HBV eine Mutationsrate auf,<iie mit ca, 1 
Nukleotid/10000 Basen/lnfektionsjahr etwa derti 10-fachen dessen entspricht, was . 
andere DNA Viren aufweisen (Blum, Digestion 56: 85-95 (1995); Okamoto etaL, Jpn. 
J. Exp. Med. 57: 231-236 (1987)). ' 

Daneben treteh auch recht haufig Deletionen und Insertionen auf (Carpnan etaL, 
Lancet 341: 349-353 (1993)). 

Die resultierende Variabilitat von HBV druckt sich unter anderem in dem Auftreten 
von 9 serologisch definierten Subtypen (Courouce et al., Bibliotheca Haematplogica 
42: 1 (1376) und insgesamt mindestens 6 verschiedenen Genotypen aus, die mit A 
bis F bezeichnet werden (Abb. 1 ) und eine geographische Verteilung aufweisen. 
Norder efal.. J. Gen. Virol. 73: 3141-3145 (1992), Norder et al„ Virology 198: 489- 
503(1994)). 

Aulierdem werden eine Reihe von Mutanten beschrieben, bei denen 1 Aminosaure 
oder mehrere ausgetauscht vorliegeni fehlen oder uberzahlig sind. 

Neben naturlicherweise stattfindenden Mutationen (Cooreman et al., Hepatology 30: 
1287-1292 (1999) kann eine Gabe von HBV Immunglobulinen und / oder eine antivi- 
rale Therapie (z.B. mit Lamivudine) einen sogenannten Selektionsdruck ausQben, 
was zum vermehrten Auftreten sogenannter M Escape-Mutanten" fuhren und die Auf- 
tretens-Wahrscheinlichkeit von HBV-Mutanten deutlich erhohen kann (Terrault et al., 



Hepatology 28: 555-561 (1998); Tillmann et al., Hepatology 30: 244-256 (1999): Hunt 
et al., Hepatology. 3.1: 1037-1044 (2000). 

Nicht alle HBV-Mutationen fiihren zu replikationsfahigen Viren und oft liegt eine Co- 
. existenz von nicht vitalem und replikationsfahigem Virus vor, was auch die. Sequen T 
zierungs-Genauigkeit von isolierter DNA lirhitiert oder gar zur Nichterkennung von 
veranderten Sequenzen durch PCR, Klonierungsarbeiten mit anschlieftender Se- 
quenzierung fiihrt, wenn diese quantitativ < 10 % der Gesamt-DNA ausmachen 
(Cooreman et al., J. Biomed. Sci. 8: 237-247 (2001). 

Demnach ist die Isolierung von Mutanten vorteilhaft, wobei die sich anschlieilende 
pidentifizierung und Charakten'sierung einzelner Mutanten moglichervyeise zu verbes- 
serten Vakzinen und Diagnostika ftihrt. 

Die Immunantwort nach einer Infektiori mit HBV ist hauptsachlich gegen'die soge- 
nannte a-beterminante als eine alien Hepatitis B Viren gemeinsaroe Region des S- 
Proteins gerichtet, die sich auf der Oberflache der Viruspartikel befindet (Gerlich et 
al., supra) und die den heterogeristen Teil der B-Zell-Epitope des.S-Gens darstellen! 

Als Bindestellen ftlr AntikQrper werden nach heutigem Kenntnisstand insgesamt min- 
destens 5 sich teilweise Oberlappende Epitope auf der a r Determinante zwischen 
: Aminosaure-Position 101 und 180 angenommen (Abb! 1 und 2 ) wie durch die An- 
P^endung von monoklonalen Antikdrpern gezeigt werden konnte (Peterson et al., J.. 
Immunol. 132: 920-927 (1984)). 

Es handelt sich hauptsachlich urn komplexe Konformatioris-Epitope, die durch meh- 
rere Disulfid-Briicken stabilisiert werden. Teilweise lie.gen auch Sequenz-Epitope vor, 
die mit Hilfe synthetisch hergestellter zyklischer Peptid-Strukturen dargestellt werden 
konnen... _ 

S'ogenannte ..schutzende Antikorper", die nach einer natQrlichen Infektion mit HBV im 
Serum zirkulieren, sind zu 99% gegen die sehr immunOgene a-Determinante des 
HBV gerichtet (Jilg, Vaccine 16: 65^68 (1998). . 
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Auf diese Tatsache stiitzt sjch die breite Anwendung der Immunisierung mit Vakzi- 
nen, die entweder aus Humanserum isoliert oder gentechnologisch hergestellt. wur- 
. den und die Verabreichung von Hepatitis B Immunglobulinen, die humane HBV - 

spezifische Antikorper enthalten. Beide prophylaktischen Strategien beruhen auf dem 
neutralisierenden Effekt, die HBs-spezifische Antikorper nach Bindung an die „a- 
Loop-Epitope" entfalten (Carman et al., Hepatology 24: 489-493 (1 996), Muller et al., 
J. Hepatol. 1.3: 90-96 (1 991 ) und Samuel et al., N. Engl. J. Med. 329: 1 842-1 847 
(1993)), . 

Ahnlich beruhen die heute weit verbreiteten Diagnostika auf der Bindung von a-De- 

•terminanten-spezifischen AntikSrpern mit Epitopen der a-Determinante. 
So wird bei der im Blutspendewesen weltweit angewendeten HBsAg-Bestimmung mit 
immunchemischen Bes.tjmmungsmethoden im Serum von Spendern zirkulierendes 
HBV Oberflachenantigen mit Antikorpern gegen die a-Determinante (ployklonal oder 
monoklonalen Ursprungs) nachgewieseii und bei positivem Resultat die entspre- 
chende Blutspende verworfen, urn iatrogene HBV Infektionen durch HBV-kontami- • . 
niertes Blut zu verhindern. Eine weitere Anwendung der HBsAg-Bestimmung llegt im 
Nachweis einer vorliegenden akuten HBV-lnfektion. 

Umgekehrt wird mit der Bestimmung von HBs-spezifischen Antikorpern im Blut von 
Probanden mit einem positiven Bestimmungsresultat von HBsAg-spezifischen Anti- 

•korpern (Anti-HBs) nachgewiesen, dali entweder eine naturliche Infektion abgeiaufen 
oder dali eine durchgefQhrte Vakzinierung erfolgreich verlaufen ist. 

Schlielilich beruht auch die Nukleinsaure-testung z.B. mit Hilfe der Polymerase- 
Chain-Rektion (PCR, Polymerase-Ketten-Reaktion) auf' der Verwendurig von Primern 
• (Starter), die fiir die HBV Nukleotide spezifisch sind. 

' Auf Grund der zentralen Rolle, die die a-Determinante bei^der aktiven Immunisierung 
(Vakziriierung mit HBV Antigen), der passiven Immunisierung (Schutz durch HBV - 
spezische Immunglobuline), dem Nachweis von Impferfolg bzw. stattgefundener HBV 
Infektion (beides mittels Bestimmung von HBsAg-spezischen Antik6rpern, Anti- 
HBs)und schlielilich der Sicherheit im Blutspendewesen (HBsAg-Bestimmung und 
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PCR), ist verstandlich, daB in Fachkreisen das Auftr'eten ybn Mutanten und auch 
neuen Varianten mit groGer Aufmerksamkeit verfolgt wird. 

» .... ' ■ 

Als Konsequenz konnten in der a-Determinante des HBV veranderte aber replikati- 
onsfahige neue Mutanten und/oder Varianten sowohl das prophylaktische als auch 
das diagnostische Konzept unteriaufen (Brind et al.", J. Hepatol. 26: 228-235 (1997), 
Fischer et al., Transplant Proc. 31: 492-493 (1999), Ghany et al., Hepatology 27: 213 
222 (1998), Protzer-Knolle et al.; Hepatology 27: 254-263 (1998), Carman et al., . 
Gastroenterology 102: 71 1-719 (1992).und Coleman et al., WO 02/079217 A1 , 
(2002))-. ' 

Die Abgrenzung von Varianten und Mutanten des HBV ist nicht scharf, wobei ein 
diesbezQglicher Vorschlag breite Anwendung findet (Carman, j. Viral Hepat. 4 
(suppl.1): 1 1-20 (1997). Dem zu Foige sollte die Bezeichnung ..Variante" fur naturli- 
cherweise vorkbmmende Subtypen angewendet werden, die ohne bekannte Interfe- 
renz durch Selektionsdruck (antivirale Thefapie und / oder Immunglobulin-Gabe) 
auftreten und ein gedgraphisches Verteilungsmuster aufweisen. 

Die Charakterisierung und ans.chlieGende Klassifizierung der Subtypen erfolgt mit 
Hilfe nrionoklonaler Antikorper und basiert auf einem veranderten Reaktionsmuster 
auf Grund des Austausches von e|ner oder wenigen Aminosaure(n). Die Grundlage 
der Klassifizierung stellen die Aminosaurepositionen 122 oder 160 der verbreitetsten 
HBV Sequenz dar: aa 122 und aa 160 = Lysin, K. 

Alle Serotypen enthalten die Gruppen-spezifische a-Determinante, wahrend 
die aa 122 und zusatzlich 133 und 134 den d- bzw. r-Subtyp und aa 160 die Zuge- 
hSrigkeit zum w- bzw r-Subtyp bestimmen. Auf dieser Basis lassen sich HBV Subty- 
pen grob in adr, adw, ayr oder ayw einteilen, die sich weiter in mindestens 9 Sub- 
Subtypen unterscheiden lassen; aywl , ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adwr2, adw4, adrq+ 
und adrq- (Swenson et al., J. Virol. Meth..33: 27-28 (1991), Blitz et al. J. Clin. 
Microbiol. 36: 648-651, Ashton-Rickardtet al„ J. Med. ViroL 29: 204-214 (1989)). . 



Da diese Klassifizierung eine serologische Reaktivitat zur Grundlage macht, muli 
nicht jede Typisierung notwendigerweise eine Variabilitat auf der Aminosaure-Ebene 
bedeuten, weshalb dem Genotyping auf der S-Geri-Ebene der Vorzug gegeberi wird 
(Ohbaetal., Virus Res. 39: 25-34,(1995). 

Subtypen.treten aus aoch nicht bekannten Grunden in bestlmmten geographischen 
und ethnischen.Mustern auf. 



m 



Die Bezeichnung Mutation sollte riach Carman Varianten vorbehalten bleiben, die 
ausschliefilich.unter Selektionsdruck wie Vakziriierung oder antivirale.Trierapie ent- 
stehen. Es sind bereits viele Mutationen beschrieben worden, von denen manche zu 

iagnostisch falschen Befundungen fuhrten (Carman et al., Lancet 345: 1406- 
1407) und von denen die nachstehend genannten aa-Austausche beispielhaft zitiert 
werden: 




Consensus: 


aa-Position 


Mutante: 


I . 


110. 


V 


P 


.111. 


T 


T. . 


114 


* 

. S 


T 


116 


s 


P 


'120. 


T/S 




123 


A/N 


I w- 


126 


A/S 


Q 


129 


H/R 


K/M 


133 


.L 


T 


143 


M/L 


D 


144 


H/A/E 


G . 


.145 


R/A 


A 


157 


R 



sowie 



Cystein Austausche in den aa-Positionen 107, 124, 137, 147 &.149. 
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(Coleman, supra; Okamoto et al., Pediatr. Res. 32: 264-268 (1992); Zhang et ah, 
iScand. J. infect. Dis, 28: 9-1 5 (1 996); Zuckermann et al., Lancet 343: 737-738 
(1994)). ' • ■ 

Uberraschend wurde in einer Humanprobe eines an Leberentzundung erkrankten 
Sgyptischen Patienten (interne Nummer: 1 18234, Entnahme vom 02;. Okt 2002) ein 
atypisches Reaktionsmuster von. Hepatitis-Markern gefunden. 

Neben dem Krankheitsbild mit Erhohung der fur eine derartige Infektion typischen 
Leberwerte weisen auch nachgewiesene Hepatitis Gore Antikorper der IgM-KIasse 
auf eine akute HBV-Infektion hin, ohne dali allerdings der HBsAg-Nachweis mit 
einem zugelassenen.Ieistungsstarken HBsAg-ELISA gelang. 

Eine durchgefdhrte PGR ergab uberraschend ein positives Resultat und das Se- 
quenzierungsergebhis fuhrte vollig uberraschend zu den in Abb. 3 und 4 dargestell- 
ten Nukleotid-Sequenzen und deh in Abb. 5 und 6 abgebjldeten Aminosaure-Se- 
quenzen. 

Aus diesen Sequenzen wird deutlich, da(i es sich vollig uberraschend nicht urn eine 
Punktmutation, d.h. Austausch weniger Nukleotide und auch nicht um einen mogli- 
cherweise serologisch zu charakterisierenden Subtyp handelt, da insgesamt n=1 1 
Aminosauren in der Region von aa 96 bis '180 gegenuber dem Genotyp D substituiert 
Fvorliegen. Im Hinblick auf die Haufigkeit der Aminosaure-Substitutionen ist vollig 
uberraschend davon auszugehen, dafi es sich um einen neuen Wildtyp handelt oder 
dalS die Mutationen so ausgepragt sind, dali die Konsequenz eheir als neue Variante 
zu beschreiben ist, die im.Folgenden als HDB 11 -Variante bezeichnet wird. 

Die Analyse der besten Obereinstimmung der Aminosauresequenz der a- 
Determinante mit bekannten Sequenzen verweist auf Genotyp D 
(Abb. 1), Subtyp ayw2 (Abb. 2) Von dem sich die neue Variante uberraschend aller- 
dings noch in 11 aa-P6sitibnen unterscheidet Prominentestes Merkmal sind die 10 
Substitutionen in der Region • 
zwischen aa 1 03 und 1 36 gem§fS Abb. 1 , 5 und 6. . 
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Selbst wenn man die Moglichkeit berQcksichtigt, daft eine Koexistenz der neuen HDB 
11 -Variante mit einem bekannten Wildtyp vorliegt, bleibt als Oberraschendes Merk- 
mal die charakteristische und neue Sequenz in der Aminosau re-Region aa 1 14 bis 
120 bestehen, die mit 6. neuen Amiriosaure-Sequenzen/ -Substitutionen zu beschrei- 
ben ist (Abb. 1). 

Die vorliegende Erfindung umfaftt eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die zu minde- 
stens 65 % mit SEQ ID No^ 1 identisch ist bzw. mit einem Fragment dieser in Abb. 3 
und 4 dargestellten Sequenz, das spezifisch zum Komplement der SEQ ID No: i bis 
11 hybridisiert. . 

Zusatzlich beinhaltet die vorliegende Erfindung eine isolierte Nukleofid-Sequenz,.die 
die vorliegende erfindungsgemafle Variante der a-Determinante des Hepatitis B 
surface Antigens (HBsAg) in den Aminosauren-Positionen zwischen aa.101 und 180 
kodiert bzw. zu einem Peptid-Produkt fQhrt, das in der aa-Sequepz zu mindestens 65 
% mit der in Abb. 5 und 6 dargestellten SEQ ID No: 12 ubereinstimmt oder Frag- 
menten davon gemali SEQ ID No: 13 bis 30: 

Des weiteren beeinhaltet die vorliegende Erfindung einen Vektor, umfassend eine 
oder mehrere der genannten Nukleotid-Sequenzen wie auch eine Wirtszelle, die die- 
.sen Vektor enthait und eine Methode zur Darstellung eines entsprechenden Poly- 
PDeptides aus der a-Determinante, umfassend die Inkubation der oben genannten 
Wirtszelle Qber Zeiten und unter Bedingungen, die fur die Expression des Polypepti- 
des erforderlich sind. . 

Auch Gegenstand der Erfindung sihd AntikOrper, die mit der in SEQ ID No: 1 1 bis. 30 
beschriebenen a-Determinante reagieren, wobei die Bindung bevorzugt in dem Amir 
nosaurebereich a 101 bis 150 erfolgt. Die Antikorper konnen polyklonalen oder 
monoklorialen tierischen oder rrienschlichen Ursprungs sein. 

Eine isolierte HBV Variante ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung, wobei das Virus 
eine a-Determinante aufweist, die den aa-Sequenzen mindestens zwischen Position 



101 und 120 und/oderaa 121 bis140 entspnicht, idealerweise beiden genannten Re- 
gionen zwischen 1.01 und 140. * 

Auch eine immunogene Mischung zur Erzeugung polyklonaler Oder monoklonaler 
Antikorper ist Gegenstand der vorliegenden Erfindung umfassend das beschriebene 
isolierte HBV Oder eiri bzw. mehrere der beschriebenen Poypeptide. 

Die Erfindung beinhaltet auch eine Polynukleotid-Sonde, enthaitend eine HBV . 
Genom-Sequenz, welche durch Substitution von Aminosauren zu einer modifizierten 
a-Determinanten fOhrt, die mit der beschriebenen aa-Sequenz der neuen HBV- 
Variante identisch ist Oder zu mindestens 65 % entspricht.- 

Auch Kits zum Nachweis von Polynukleotiden der HBV-Variante mit Hilfe der ge- 
nannten Sonde wie auch Kits zum Nachweis von HBsAg der Variante bzw. ein- 
zelnen Epitopen davon und Antikorper, die fur die Variante oder Epitope davon 
spezifisch sind, sind ebenso Gegenstand der Erfindung, wie die Methoden des 
Nachweises von Polynukleotiden, Antigen und Antikorper, umfassend eine Inku- 
bation zur Bildung entsprechender Komplexe und Nachweis dieser Komplexe 
durch geeignete dem Fachmann bekannte Verfahren. 

Die Ausfuhrungsformen dieser Kits und Nachweismethoden kOnnen zum spezifi- 
schen und alleinigen Nachweis von Nukleotiden und Antigen der HBVrVariante 
Pizw. dagegen gerichteter AntikSrper ausgelegt sein oder supplemental, d.h. den 
zusatzlichen Nachweis der erfindungsgemafcen Varianten-Analyten zu derzeitig 
bekannten HBV-Nucleotiden, - Antigenen bzw. - AntikSrpern gestatten. 

Analog kann eine immunogene Mischung von erfindungsgemaiien Polypeptidse- 
quenzen auch in Verbindung mit bekannten Antigenen z.B. fur die Verbesserung 
der Wirksamkeit einer Vakzine angewendet werden. _ 

Die vbrliegende Erfindung ist dartiber hinaus in den Patentanspruchen 
beschrieben. 



Beschreibuna der Abbildunaen: 



Abb. 1 stellt eine Obersrcht der Aminosaure- Sequenzen der 

a-Determinante von 6 beschriebenen Genotypen des HBV im Vergleich zu HDB 

11 dar. .. > 

In Abb. 2_sind die Nukleotid- und Aminosaure-Sequenzen der aTDeterminante 
sowie unmittelbar benachbarter Regionen des Genotyps D, Subtyp ayw2 von 
HBV dargestellt. 

Abb. 3 bildet die Nuleotid-Sequenz der a-Determinante des HBV surface Anti- 
gens fur Subtyp ayw2 des Genotyps D von HBV ab im Vergleich zur Nukleotid- 
Sequenz von HDB 11. r 

Abb. 4 fafit die Translations-relevanten Abweichungen der Nukleotid-Sequenz 
von HDB 1 1 zusammen. 

In Abb. 5 wird die Nukleotid-Sequenz von HDB 1 1 in der Region der a-Determi- 
nante sowie die entsprechende Aminosaure-Sequenz dargestellt: Die a-Deter- 
minante befindet sich zwischen Aminsaure No. 101 und 180 des kleinen HBsAg 
(Small, S): 

!Abb. 6 stellt die entsprechende Polypeptid-Sequenz der a-Determinante von 
HDB 1 1 , die von der in Abb. 5 beschriebenen Nukleotid-Sequenz kodiert wird. 
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Die vorliegende Erfindung beschreibt eine neue Variante des Hepatitis B Virus 
(HBV), die eine vollig neue a-Determinante als Resultat von Aminosaure-Austau- 
schen in den nachfolgenden aa-Positionen der S-HBsAg Sequenz aufweist. FQr die 
Beschreibung der Amihosauren wird .der 1 -Buchstaben-Code verwendet: . 

aavonHDBH aa-Position aa von ayw2/Genotyp D 

I 103 M 

A 114 S 

I 115 T 

N 116 . T 

N 1.17 S- 

R 118 T 

Q 120 P 

T 127 P 

H 129 . Q 

Y .136 S. 

Aulierdem liegt in Position aa 96 von HDB 1 1 Alanin (A) statt Valin (V) vor: 
A 96 V 

•Diese aa-Substitutionen lassen sich auf entsprechende Nukleotid-Substitutionen der 
entsprechenden Codons zurilclcfOhren. 

Die vorliegende Erfindung betr'rfft eine isolierte Nukfeotid-Sequenz, die fur die a-De- 
terminante des Virus kodiert (Abb. 3 sowie SEQ ID No.: 1). 

Die Erfindung umfaiit auch Nukleotide mit mindestens 65 % Obereinstimmung, be- 
vprzugt mindestens 75 % Obereinstimmung und besonders bevorzugt mit minde- - 
stens 90 % Obereinstimmung mit der Nukleotid-Sequenz der vorliegenden Erfindung 
bzw. Fragmenten davbn sowie dazu komplementare Sequenzen. 



Obereinstimmung ist.definiert als Grad der Gleichheit, Entsprechung oder Aquivalenz 
zwischen zwei gleichen Strangen yon zwei DNA Segmenten (Lesung entweder 5'> 
37sense pder 3"> 57antjsense). Ausgedruckt wird die Obereinstimmung als prozerh 
tualer Wert, indem die Anzahl identischer Basen zweier zu vergleiqhender Sequeri- 
zen geteilt durch die Lange der kurzeren Sequenz und mit 1.00 rnultipliziert wird wo- 
bei der groflere Wert der groBten Obereinstimmung entspricht (Smith et al., Adv. 
Appl, Mathem. 2: 482-489 (1981). 

Diese Bewertung ist auch auf aa-Sequenzen von Peptiden und Proteinen anwendbar 
(bayhoff, Atlas of Protein Sequences and Structure, M.O Dayhoff ed. 5 SuppK 3: 
353-358, Nat. Biom. Res. Found., Washington D.c!, USA, Gribskov, Nucl. Acids Res. 
14 (6): 6745-66763 (1986). 

Dem Fachmann ist gelaufig, dali es neben dem sogenannten BestFit-Programm der 
Genetic Computer Group (Madison | WI) mehrere analoge Auswerteprogramme zur 
Ermittlung des Gbereinstimmungsgrades gibt. 

Unter Komplementaritat versteht man die Auspragung der Bindefahigkeit zweiier DNA 
Segmente. Bestimmt wird diese Grolie, indem die Fahigkeit eines sense-Stranges 
gemesseh. wird, mit einem antisense-Strang eines anderen DNA-Segments zu hybri- 
disieren, d.h. eine Doppelhelix zu bilden. Je ausgepragter die Komplementaritat 
zwischen zwei Nukleotidsequenzen von zwei DNA-Strangen ist, desto starker wird 
die Ausbildung von Hybrid-Duplex-Strukturen sein. 

Die Erfindung umfaftt auch Polypeptide, die von oben beschriebehen Nukleotid-Se- 
quenzen kodiert werden, insbesondere solche Aminosauresequenzen, die die a-De- 
terminante des HBsAg bestimmen und Polypeptide, die mindestens eine Ahnlichkeit 
von 65 %, bevorzugt 75 % und noch bevorzugter 95 % zu diesen Sequenzen autwei- 
sen; 

Der Begriff Ahnlichkeit zwischen Aminosaure-Sequenzen ist definiert als das Vorlie- 
gen von identischen Aminosauren in zwei zu vergleichenden Polypeptides Bestimmt 
wird die prozentuale Ahnlichkeit zweier Polypeptide mit dem Fachmann . gelaufigen 
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Methoden, wobei ein hoher Prozentwert eine hphe Entsprechung, Gleichheit oder 
Aquivalenz zweier Sequenzen bedeutet. 

Fur. die Beschreibung der vorliegenden. Erfindung wird unter einem Nukleotid-Frag- 
ment eine konsekutive Folge von mindestens 9, bevorzugt 9-15, besonders bevor- 
zugt 15-21 und sogar ganz besonders bevorzugt 21-60 Nukleotide aus.der Nukleo- 
tidsequenz der neuen HBV-Variante verstanden,. wobei auch Mischungen derartiger. 
Nukleotid-Fragmente naheliegen. 

Ein Polypeptrd-Fragment wird als Folge von mindestens 3, bevorzugt 3-5, besonders 
J bevorzugt 5-7 und sogar ganz besonders bevorzugt 7-20 Aminosauren aus der a- 
PDeterminante der neuen HBV-Variante verstanden, wobei auch Mischungen derartK 

ger Pblypeptid-Fragmente unter diese Erfindung fallen. 

. Unter die vorliegehde Erfindung fallt auch eine isolierte Nukleotid-Sequenz, die hy- 
bridisierbar ist und zu Nukleotid-Sequenzen fuhrt, die den Nukleotidsequenzen des 
HBsAg der neuen HBV Variante oder Teilen der a-Deterrninanjte der neuen HBV 
Variante entsprechen, komplementar dazu sind oder als Subtyp oder Mutation auf 
HDB 11 zuruckzufuhren sind. 

Es ist fur den Fachmann naheliegend, dali eine Nukleotidsequenz nach deren Isolie- 
^rung nach Methoden gemali Stand derTechnik in prokaryontische (z.B. E. coli), eu- 
pkaryontische Wirtszelfen (z.B. Chinese Hamster Ovary Ceil) oder Hefe (z.B. S. 
Cerevisiae) mit Hiife eines Vektors oder Konstruktes eingebracht werden konnen (mit 
dem Fachmann bekannten Methoden wie z.B. Transfektion, Transformation oder 
Elektroporation: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 nd ed., Vol: 1-3, ed 
Sambrook et al.\ Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), wobei transiente oder 
permanente Kulturen angewendet werden konhen. 

Demzufolge umfalit die vorliegende Erfindung isolierte Nukleotidsequenzen der a- 
Qeterminante der neuen HBV Variante, Polypeptide, die durch diese Nukleotide ko- 
diert werden, Vektpren, die Nucleotidsequenzen der a-Determinante der neuen HBV 
Variante enthalten wie auch die Wirtszelle, in die ein Vektor gebracht wird. 



Neben der Darstellung von Polypeptide^ mit Hilfe eines Expressions-Systems (re- 
combinant oder gentechnologisch) ist es naheliegend, dass analoge Polypeptid- 
Strukturen auch vollsynthetisch hergestellt werden oder direkt durch Reinigung aus 
der Virusvariante. ; 

Es ist fOr den Fachmann ebenso naheliegend, die Polypeptide oder Proteine der 
neuen HBV Variante zur Erzeugung von monoklonalen und/oder polyklonaleri Anti- 
kOrpern zu verwenden, die immunologisch an Bindestellen (Epitope) der a-Determi- 
nanteder rieuen HBV Variante binden. Die Methoden zur. Darstellung von AntikSrpern 
sind dem Fachmart.bekannt (z.B. Koehler et al., Nature 256-494 (1975), Mimms ef 
al.,Vi. 176: 604-619(1990). . ,, 

Ferner ist es naheliegend, die a-Determinante der.erfindungsgemalien HDB 11-Vari- 
ante in Form der gesamten Polypeptidsequenz oder Teilen dayon fur die Bestim- 
mung von gegen die HBV Variante gerichteten Antikorpem zu verwenden : Anti-HBs- 
AntikSrper. 

Dem Fachmann ist eine Vielzahl von Bestimmungsmethoden gelaufig, bei denen mit 
Polypeptiden aus der a-Determinante der HBV Variante und Antikorpem tierischen 
oder menschlichen Ursprungs Immunkqmpjexe gebildet oder deren Bildung ge- . 
hemmt werden. 

me spezjelle AusfOhrung stellt der sogenannte Enzymimmunoassay dar, von dem 
ein mSgliches Testprinzip im folgenden beispielhaft beschrieben wird, ohne jedoch 
die erfindungsgemalSe Idee darauf einzuschranken: . 

Bei dem sehr weit verbreitetet sogenannten Sandwich-Prinzip werden auf einem ge- 
eigneten Trager (z.B. Mikropartikel oder Oberfiache von Vertiefungen einer Mikrb- 
t'rtrationsplatte) immobilisierte Epitop-tragende Polypeptid- oder Protein-Sequenzen 
mit der Untersuchuhgsprobe inkubiert. An die Epitope gebundene Antikorper werden 
nach entfernen QberschQssiger Probe detektiert, indem eine weitere Inkubation er- 
folgt mit Epitop-tragenden Polypeptid- oder Protein-Sequenzen, die mit einer Sonde 
versehen sind.. Als Sonde wird haufig ein Enzym eingesetzt, dessen katalytische 



Umsetzung (naqh Entfernen desuberschussigen Reagenzes) eines geeigneten Sub- 
strates zu einer Farbreaktion fOhrt, die photometrisch gemessen wird und deren In- 
tensity dem in der Probe vorhandeneh Antikorpergehalt proportional ist. 
i . • ' . • ' * . ■ . 

Neben ciieser speziellen Ausfuhrungsform sind auch Methodeh bekannt, die homo- 
gener Natur sirid (d.h. keine bound/free Trennung erfordern), die ganz ohne Sonde 
auskommen (z;B. Agglutinationsverfahren), mit blofcem Auge auswertbar sind (z.B. 
radiale Immundiifusion) oder sich anderer Sonden (z.B. radioaktive Isotope oder 
Chemilumineszenz) bzw. mehrerer Sonden bedienen (wiez.B. Das 
Biptin/Streptgvidin-System). 

Ebenso konnen die Polypeptidstrukturen der HBV Variante durch anti-idiotypische 
Antikorper dargestellt werden oder durch Wahl eihes geeigneten Testpriniips auch 
Varianten-spezifische monoklonale oder polyklonale Antikorper zur Bestimmung yon 
Antj-HBs-Antikorpern (2.B. in.einem kompetitiven Testformat) herangezogen werden!^ 
Es ist ebenso bekannt, daR durch Wahl des Testprinzips auch eine Differenzierung 
der Immunglobulin-Klassen erfolgeh kann (z.B. durch das „indirekte" Verfahren mit 
einem zweiten Klassen-spezifischen Antikorper (z.B. IgG oder JgM spezifisch) mit 
Sonde oder mit Hilfe des sogenanhten Anti-|i~Prinzips (IgM spezifisch). NatQrlich t 
mQssen die Methoden und Materialen (irikl. Sonde und Polypeptidsequenzen) dem 
jeweiligen Ziel angepadt werden. 

AH diese Ausfuhrungsformen entsprechen dem Stand der Technik, so dass unter 
„Bestimmang von Antikprpern, die fur die a-Determinante der neuen HDB 11- 
Variahte spezifisch sind" mit der vorliegenden Erfindung alle Verfahren versta'nden 
werden, dte sich zum Nachweis von Immunglobulinen und/oder Immunglobulin-Klas- 
sen gegen die neue HBV Variante eign^n, ungeachtet ob alleine der Antikorper ge- 
Qen die neue Variante gesucht wird oder in Verbindung mit Antikorpern gegen be- 
kanhte a-Determinanten und / oder bekannte Mutationen in der a-Region. 

SchlieGlich ist es ebenso naheliegend, monoklonale oder polyklonale Antikorper 
(oder Mischungen bzw. Fragmente dayon oder Mischqngen von Fragmenten), die 
mit Epitopen der neiien HBV Variante reagieren, dazu zu verwenden, die a-Determi- 



hante der erfindungsgemalSen HBV Variante in. Form der gesamten Polypeptidse- . 
quenz oder Teileri davon in Untersuchungsproben zu bestimmen: HBsAg der HDB 
11 -Variante.. 

• ■ ' " ' ' • ' • '" 
Dem Fachmann ist eine Vielzahl von Bestimmungsmethoden gfelaufig, bei denen mit 
einem oder mehreren monoklonalen Antikorper(n) oder polyklonalen AntikOrp'erri 
(oder Mischungen davon bzw. Fragmenten oder Mischungen von Fragmenten), die . 
spezifisch fur die a-Determinante der HBV Variante sind, Immunkomplexe gebildet 
oder deren Bildung gehemmt werden. • 

Eine spezielle Ausfuhrung stellt der sogenannte Enzymimmunoassay dar, von dem 
ein mogliches Testprinzip im folgenden beispielhaft beschrieben wird, ohne jedoch 
die erfindungsgematle Idee darauf zu beschranken: . 

Bei dem sehr weit verbreitetet sogenannten Sandwich-Prinzip werden auf einem ge- 
eigneten Trager (z.B. Mikropartikel oder Oberflache von Vertiefungen einer Mikro- 
titratlonsplatte) immobilisierte Antikorper oder Fragmente davon mit der Untersu- 
chungsprobe inkubiert. An die Antikorper gebundenes HBsAg wird nach Entfernen 
iiberschOssiger Probe detektiert, indem eine weitere Inkubation erfolgt mit Anti-HBs- 
AntikSrpern (mbnoklonal odser polyklpnal oder Fragmente bzw. Mischungen dieser 
Fragmente), die mit einer Sonde versehen sind. Als Sonde wird haufig ein Enzym 
.eingesetzti dessen katalytische Umsetzung (nach Entfernen des uberschdssigen 
FReagenzes) eines geeigneten Substrates zu einer Farbreaktion fQhrt, die photome- 
trisch gemessen wird und deren Intensitat dem in der .Probe vorhandenen Antik6r- 
pergehalt proportional ist. 

Neben dieser speziellen AusfQhrungsform sind auch. Methpden bekannt, die homo- 
gener Natur sind (d.h. keine bound/free Trennupg erfordern), die ganz ohne Sonde 
-auskommen (z.B. Agglutinationsverfahren), mit bloflem Auge auswertbar sind (z.B. 
radiale Immuhdiffusion) oder sich anderer Sonden (z.B. radioaktive Isotope oder 
Chemilurnineszenz) bzw. mehrerer Sonden bedienen (wie z.B. Das Bio- 
tin/Streptavidin-System). 



All diese AusfuhrUngsformen entsprechen dem Stand der Technik, so dass unter 
„Bestimmung von HBsAg der neuen HBV Variante" mit der vorliegenden Erfindung 
alle Verfahren verstanden werden, die sich zum Nachweis von Polypeptidsequenzen 
Oder Antigenen der neuen HBV Variante eignen, ungeachtet ob alleine das HBsAg 
der neuen Variante bestimmt wird oder in Verbindung mit HBsAg von bekannten a- 
Determinanteri und/oder bekannten Mutationen in dera : Region. 

Ebenso ist es naheliegend, aus Skonomischen Grunden eine HBsAg-Bestimmung 
mit einer Nachweismethode gegen einen weiteren Analyten (z.B. HIV-Antigen oder 
die gleichzeitige Bestimmung von HBV Varianten-HBsAg und dagegen gerichtete 

^spezifische Antikorper) in einem Testansatz (differenzierend oder nicht-differenzie- 

pend) zu kombinieren. 

In bezug auf Nukleinsaure-test (NAT) ist es naheliegend, NiikleotidrSequenzen der 
vorliegenden Erfindung zu verwenden, urn DNA- Oligomere von 6-8 Nukleotiden ' 
oder grQIier herzustellen, die geeignet sind, als Hybridisierungssonden das virale 
Genom der hier beschriebenen HBV Variante in Personen nachzuweisen, die ver- 
dachtigt werden, die Virus-Variante zu tragen oder z.B. im Blutspendewesen Blut- 
konserven auf Vorhandensein des Varianten-Genoms entweder gezielt oder in Kom^ 
bination mit dem Nachweis von Nukleotidsequenzen bekannter HBV Varianten 
und/oder HBV-Mutatanteri zu screenen. 

^Ebenso kQnnen auf Basis der gefundenen Nukleotidsequenzen der neuen HBV . 
Variante entsprechende Primer entwickelt werden. 

Ferner schlielit die Erfindung auch eine Vakzine ein umfassend ein Polypeptid der 
vorliegenden Erfindung und ein gebrauchliches Adjuvans (z.B. Freund'sches adju- 
vans, Phosphat-gepufferte Saline o.a.). Eine derartige Vakzine kanri dazu verwendet 
werdert, urn die Bildung von Anti.kSrpern in Saugetieren anzuregen. Ahnlich umfaUt 
die Erfindung ein Partikel, das eine Nicht-Varianten spezifische Aminosaure-Sequenz 
beinhaltet, die eine Partikel-Formation induziert zusammen mit einem Epitop-enthal- 
tenden polypeptid,. das spezifisch fur die effindungsgemalie HBV Variante ist. 
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Schliefclich sjnd auch diagnostische Reagenzien als Kits Gegenstand der Erfindung, 
die basierend auf den oben beschriebenen Verfahren eineri Nachweis von HBV 
Varianten- spezifischem Antigen (HBsAg) oder dagegen gerichtete AntikCrper (Anti- 
HBs), entweder alssingulaYe Bestimmungen oder miteinander oder mit anderen be- 
kannten HBV-Antigen bzw. spezifisch damit reagierenden Antikorpern bzfa. auch mit 
ganz anderen Analyten kOmbmierbar. 

Zusatzlich kOnnen die vorliegenden Nukleotidsequenzen benutzt werdeh, urn Primer 
und/oder Gensonden herzustellen, weshalb auch Kits, ehthaitend Primer und/oder 
Sonden zum Nachweis von.HBV Varianten-spezifischer Nukleinsaure entweder 

ialleine oder in Verbindung mit bekannten HBV Nukleotidsequenzen in Untersu- 

^Jhungsproben ebenfalls^Gegenstand der Erfindung sind. 
Nuleotidsequenzen der. Erfindung kfinnen auch dazu yerwendet werden, sog. Anti- 
sense Oligonukleotide darzusfellen (ggfs. fur therapeutische Zwecke). 

Schliefilich kdnnen auf Basis der vorliegenden Nukleotidsequenzen auch Primer 
entwickelt werden, die in der sog. Polymerase Chain Reaction Verwendung finderi 
(PCR). Die PCR stellt eine Methode dar, urn eine gewunschte Nukleotidsequenz 
einer Nukleinsaure oder eiries Nukleinsauregemisches zu amplifizieren. Dabei wer- 
den die Primer jeweils spezifisch durch eine Polymerase mit der gewQnschten 
Nukleinsaure als Leseraster verlangert. Nach Dissoziation von dem Originalstrang 

^werden neue Primer hybridisiert und wiederum durch die Polytnerase verlangert. 

Pburch VViederholung dieser Zyklen wird eine Anreicheriing der gesuchten Zrelse- 
quenz-MolekQIe erreicht. , 

Abschlieliend umfalit die Erfindung auch Kultureri von Gewebezellen, die mit der 
HBV Variante infiziert sind ebenso wie die isolierte HBV Variante selbst. Auch eine 
immunogene Aufbereitung, die die attenuierte oder inaktivierte HDB 1 1 -Variante von 
HBV enthalt, ist Gegenstand der Erfindung. 

Die nachfolgenden Beispiele sol.len die vorliegende Erfindung beschreiben, abe'r 
nicht auf die beschriebenen Beispiele beschranken. 
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BeispieM: HBsAg-Bestimmung mittels Enzymimmunoassay, EIA 

Zur.Bestimmung des surface Antigens von HBV, HBsAg im Blut des agyptischen 
Patienten wurde der Enzymimmunoassay Enzygnost® HBsAg 5.0 der Fa. Dade 
. Behring GmbH, Marburg Deutschland angewendet. 

i 

Es handelt sich urn einen in Europa zugelassenen und leistungsfahigen Test, der 
den Angaben der Packungsbeilage gemali abgearbeitet wurde. 

Das zu Grunde liegende Testprinzip ist ein sogenannter Sandwich Test im Mikroti- 

« 

•terplatten-Format: 
n00 pi der zu untersuchenden Probe werden in einem Einschritt-Verfahren mit 25 pi 
Konjugat 1 (monoklonale HBsAg spezifische Antikorper von der Maus, die kovalent 
mit Biotin markiert sind) und immobilisierten HBsAg-spezifischen polyklonalen Anti- 
kdrpern vom Schaf in Kontakt gebracht Naeh 60-minutiger InkUbation bei 37°C und 
Entfernen uberschUssiger Komponenten dUrch 4-maliges Waschen der Platten- 
Kavitaten werden 100 pi Konjugat 2 zugegeben, das aus Streptavidin besteht, an das 
das Sonden-Enzym Peroxidase kovalent gebunden ist. 

Nach 30-minQtiger Inkubation bei 37*0 und Entfernen uberschUssiger Komponenten 
durch 4-maliges Waschen der Platten-Kavitaten werden 75 pi Chromogen-Puf- 
fer/Substrat-L6sung zugegeben, gefolgt von einer 30-minCitigen Inkubation bei 
^^I^Raumtemperatur. Die Entwicklung des blau gefarbten Tetramethylbenzidin-Farb- 
■^j^toffes wird durch Zugabe von 75 pi Stoplosung (Schwefelsaure) unterbrdchen und 
der Farbstoff bei 450 nm photometrisch gemessen, , 

Die Intensitatder Farbentwicklurig, gemessen an der optischen Dichte. (O.D.) ist dem 
Gehalt der Untersuchungsprobe an HBsAg direkt proportional, wobei ein O.D. Wert 
von kleiner als dem Grenzwert als HBsAg-negativ bewertet wird. Der Grenzwert ist 
definiert als der O.D.-Mittelwert der parallel getesteten Kontrolle, negativ (im Testkit 
enthalten), zu dem ein konstante.r Betrag von 0,05 O.D. addiert wird. 

Die Nachweisgrenzen des zur Untersuchung herangezogenen Lots (# 32874) wur- 
deri mit den international akzeptierten Standardpraparationen des Paul-Ehrlich-lnsti- 
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tutes, Langeh Deutschland zu 0,012 ng ad-Subtyp/ ml bzw. 0,015 ng ay-Subtyp / ml 
in parailelen Versuchsansatzen aus Testungen von Verdunnungen der Standardpra- 
parationen in HBsAg-negativem Serum durch graphische Interpolation ermittelt 

DieWntersuchung der Probe # 1 18234 (Entnahme vom 02. Okt. 2002, aus der auch 
die DNA-Isolierung vorgenommen wurde) brachte in 2 unabhangigeri Versuchen an 
. zwei yerschiedenen Tagen Ergebnisse von 0)04 und 0,05 O.D., die den Kriterien des 
Testes entsprechend als HBsAg-negativ zu interpretieren sind. Die mitgefiihrte Kon- 
trolle, positiv (im Testkit enthalten) war dagegen ebenso positiv (Vaiidierungskriterien 
erfQIlt) wie die erwahnten ad-, und ay-Standardpraparationen ? 

r ■ . ■ - ■ : 

Beispiel2: Isolierung der HDB 11- DNA aus Probe # 1 18234 

Au§ einem 200 jjl-Aliquot der agyptischen Probe wurde die DNA isoliert, indem der 
QIA amp® DNA Blood Mini Kit der Fa, Qiagen, Hilden Deutschland) angewendet 
wurde. Dabei wurden alle Verfahrensschritte wie in der Packungsbeilage beschrie- 
ben befolgt und die Elution in einem Volumen von 50.pl vorgenommen. 

Beispiei 3: Polymerase Ketten Reaktion, PCR 
.1 HBV Primer 

Die vier nachstehenden HBV Primer wurden verwendet: 

Primer 1 mit der 5'> 3'- Sequenz: GGGTCACCATATTCTTGGGAAC 
Primer 2 mit der 5'> 3'- Sequenz: TATACCCAAAGACAAAAGAAAATTGG ' 
Primer-3 mit der 5'> 3'- Sequenz: GACTCGTGGTGGACTTCTCTC 
Primer 4 mit der 5'> 3 % - Sequenz: TACAGACTTGGCCCCCAATACC 



- 22 - 

PCR-Ampiifikation 

Es wurde eine sogenannte nested PCR amplification des surface Antigens 
durcngefuhrt, wobei der Perkin Elmer Ampli Taq ® DNA Polymerase Kit sowie 
der Thermocycler Gene Amp ® PCR system 97G0 der Fa. Perkin Elmer 
Applied Biosystems, USA verWendet wurde. 

Die Nukleotide wurden von der Fa. Amersham Biosciences, UK bezogen. 

FQrden ersten Amplifikatiohs-Zyklus wurden 5 pi der isolierten DNA unter 
•Verwendung der oben genannten Primer 1 und 2 sowie folgenden Bedingun- 
gen amplifiziert: 

PCR 1 rxn 

Primer 1 (10 pM) 1 ul . 

Primer 2 (10 pM) 1 pi 

10fach konz. Puffer (incl. 15 pM Mg2CI) - 5 pi 
dNTP Mischung (10 pM) '1 p| 

dest. Wasser - 36,75 pi 

Ampli Taq (5 U/ pi) ■ 0,25 ul 

Pro Rohrchen 45 pi Gesamtvolumen 
plus. _5_pi_ isolierte DNA 
50 pi Reaktionsvolumen 

Der 50 pI-Ansatz wurde unter. Verwendung des beschriebenen 
Thermocyclers unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 

94° C, 1 min. / 94°C, 28 sek. - 50°' C, 28 sek. - 72 ° C, 38 sek. 
(35. cycles.) / 72 0 C, 5 min, / 8 °C soak. 

In der zweiten Amplifizierungsrunde wurde 5 pi des ersten PCR 
Produktes wejter amplifiziert unter Verwendung der HBV Primer 3 
und 4 und folgenden Bedingungen: . 



PCR 2 rxn 



Primer 3 (10 |jM) 


1 pi 




Primer 4 (10 pM) 


1 pi 




10 -fach konz. Puffer 


5 pi 




dNTP Mjschung (10 pM) 


1 pi 




dest. Wasser 


36,75 pi 




AmpliTaq(5U/|jl) . 


0.25 ul 




Pro Rdhrchen 


45 pi 


Gesamtvolumen 


plus 


5ul 


PCR Produkt V:rxn 




50 pi 


Reaktionsvolumen 



Dieser PCR 2 -Ansatz wurde unter Verwendung des oben beschriebenen 
Thermocyclers amplrfiziert , wpbei folgende Bedingurigen angewendet wur- 
den: 

94° C, 1 min.7 94°C, 28 sek. - 55° C, 28 sek. - 72 ° C, 38 sek. 
(35 cycles) / 72 ° C, 5 min. / 8 °C soak. 

AbschlieBend wurde das PCR 2 Produkt elektrophoretisch aufgetrennt (1,5 % 
Agarose) unter Mitfuhren geeignefer Molekulargewichtsmarker. Die Baride mit 
ca. 520 Basenpaareri wurde ausgeschnitten und mit Hilfe des QIA quick Gel 
Extraction Kit der Fa. Qiagen, Hilden Deutschland isoliert . 



Beispiel 4: Sequenzierung von HDB 11 

Das gereinigte PCR Produkt wurde von der Fa. Medigenomix, Martinsried, 
Deytschland mit, Hilfe-d.es ABI 3700 Kapillar Systems sequenziert in Verbindung mit 
der ABI BigDye Terminator Chemistry Version 1.1. und der ABI Sequencing Analysis 
Software Version 3.6. unter Verwendung der in Beispiel 3 beschriebenen Primer 3 
und 4. 



Sequenzierungs-Ergebnis 

Es konnte gezeigt werden, dad das HBsAg der Probe innerhalb des seqtienzierten 
Bereiches die beste Qbereinstimmung der Nukleptid- und Aminosaiire-Sequenz mit 
derh Genotyp D, Subtyp ayw2 zeigt, aber in der Region der a-Determinante 
insgesa.mt lO.Arninosaure-Substitutionen aufweist (siehe auch Abb. 2 und 5): 

HDB 11: D,ayw2: 



1.) 


lie (I)- 


gegen 


103 Met (M) 


2 ) 


Ala (A) 


gegen . 


114Ser(S) 


3 ) 


"e (I) . 


gegen 


115Thr(T) 


4 > 


Asn (N) 


gegen 


116Thr(T) 


5.) 


Asn(N) 


gegen 


117.Ser(S) 


6.) 


Arg(R) 


gegen 


118Thr(T) 


7.) 


Gin (Q) 


gegen . 


120 Pro (P) 


8.) 


Thr(T) 


gegen 


127 Pro(P) 


9.) 


His (H) 


gegen 


129 Gin (Q) 


10.) 


Tyr(Y) 


gegen 

i 


136Ser.(S) 



^usatzlich liegt eine Aminosaure-Sub3titution in der Position # 96 vor: 

11.) Ala (A) gegen 96VaI (V) ' 

Diese Ergebnisse wurden in mehreren unabhangiigen Versuchen aus verschiedenen 
. Primar-Rohrchen der Blutentnahme vom 02. Okt. 2002 mit den gleichen Sequen- 
zierungs-Ergebnissen reproduziert. . 

Als einzige Ausnahme wurde in der ersten Analyse die Position aa# 122 als Arg R 
gelesen, wahrend die zweite Analyse eher fur Lys (K) sprach. * 
Das Nukleotid-Profil laiit beide Interpretationen zu, was allerdings auch Hinweis ft)r 
das Vorliegen der Koexistenz zweier Hepatitis B Viren mit unterschiedlicher 



Subtypisierung (ad bzw. ay) sprechen konnte, aber an der Aminosaure-Sequenz 
bzw. dem RQckschluB auf das Vorhandensein einer neuen Variante mit oben 
genannten Aminosaure-Substitutionen nichts andert. 

* Dies wird unter anderem aus dem negativen El A Ergebnis geschlossen, da nennehs- 
werte Mengen zirkuiierenden HBsAg bekannter Struktur im Hinblick auf die sehr 
guteh Nachweisgrenzen der angewendeten EIA Bestimmungsmethode in jedem Fall 
AnlaB zu einem positiven EIA-Ergebnis hatte geben mussen. 




Patentanspriiche: 



1 . Isoliertes Oligo- Oder Polynukleotid mit einer der Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe 
von SEQ ID No: 1 bis SEQ ID No:11: 

SEQD>No:l 

127 gggggaactaccgtgtgtctrggccaaaattcgcagtccccaacctccaatcac 
tcaccaacctcctgtcctccaacttgtcctggttatcgctggAtgtgtctgcggcgtttt 
atcatcttcctcrrcatcctgctgctatgcctcatcttctrtgttggctcttctggactat 
caaggtatattgcccgtttgtcctctaattccaggatctgcaatcaacaacaggggacaa 
tgcaaaacctgcacgactactgctcacggaacctctatgtatccctactgttgctgtacc 
aaaccttcggacggaaattgcacctgtattcccatcccatcatcctgggctttcggaa^ 
ttcctatgggagtgggcctcagcccgtttctc 
cagtggttcgtagggcmcccccactgtitggctttcagttatatgg 588 

SEQ ID No: 2 ' ' ' 

277 TTCTTGTTGGCTCTTCTGGACTATCAAGGTATATTGCCCGTT^ 
GGATCTGCAATCAACAACAGGGGACAA 360 

SEQ ID No: 3 K . 

277 TTCITGTTGGCTCTTCTGGACTATCAAGGT^^ 

GGATCTGCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGA 
ACC TCTATGTATCCCTACTGTTGCTGTACC 420 

SEQ ID No: 4 

301 GAAGGTATATTGCGCGT1TGTCCTCTAATTCCAGGATCTGCAATCAACAACAGG 
GGACAATGCAAA 366 

SEQ DD No: 5 

301 caaggtatattgcccgtttgtcctctaattccaGgatctgcaatcaacaacagg 
ggacaatgcaaaacctgcacgactactgctcagggaacctctatgtatccctactgt 
tgctgtacc 420 

SEQ DD No: 6 
340. GCAATCAACAACAGG . 354 

SEQ D> No: 7 • 
340 GCAATCAACAACAGGGGACAA 360 

SEQ H) No: 8 ' _1 1 

340 GCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAA 366 

SEQ ID No: 9 

340 GCAATCAACAACAGGGGACAATGGAAAACCTGCACGACTACTGCTCAC 387 
SEQ ID No: 10 

340 gcaatcaacaacaggggagaatgcaaaacctgcacgactActgctcAcggaacc 




TCTATGTATCCCTACTGTTGCTGTACC 420 
SEQIDNo: 11 

361 ■TGCAAAACCTGCACGACTAGTGCTCACGGAACCTCTATGTATCCCTACTGTTGC 
TGTACG 420 

• •./..'■" .' 

2. Oligo- Oder Polynukleotid gemsiR Anspruch 1 , das zu jeweils mindestens 65 % oder 66 % 
Oder 67 % oder 68 % oder 69 % oder 70 % oder 71 % oder.72 % oder 73 % oder 74 %. 

; Oder 75 % oder 76 % oder 77 % oder 78 % oder 79 % oder 80 % oder 81 % oder 82 % 
oder 83 % oder 84 % oder 85 % oder 86 % oder 87 % oder 88 % oder 89 % oder 90 % 
oder 91 % oder 92 % oder 93 % oder 94 % oder 95 % oder 99 % oder 97 % oder 98 % 

•odfer 99 % mit einer der Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe vorT SEQ ID No:1 bis 
$EQ ID No: 11 identisch ist. 

3. Oligo- oder Polynukleotid gemaii Anspruch 1 oder 2, das mit einem Oligo- oder 
. Polynukleotid, welches eine zu einer der Sequenzen, ausgewahlt aus der Gruppe von 

SEQ ID No:1 bis SEQ ID No:1 1 , komplementare Sequenz hat, unter stringenten 
Bedingungen hybridisiert. 

4. Isoliertes Oligo- oder Polynukleotid, welches fur HBs-Antigen des Hepatitis B-Virus 
kodiert und ein Oligo- oder Polynukleotid gemaB einem der AnsprQche 1 bis 3 enthalt. 

5^ Fragment eines Oligo- oder Polynukleotids, welches fur HBs-Antigen des Hepatitis B- 
|Virus kodiert, dadurch gekennzeichnet, dali das. Fragment eih Oligo- oder Polypeptid 
gemaii einem der Anspruche I bis 3 enthalt. 

6. Isoliertes Oligo- oder Polynukleotid, welches fur die a^Determinante des HBs-Antigens 
des Hepatitis B-Virus kodiert uhd ein Oligo- oder Polynukleotid gemSli einem der 
AnsprQche 1 bis 3 enthalt. 

7. Primer, der fur ein Oligo- Oder Polynukleotid gemaft einem der AnsprQche 1 bis 6 
spezifisch ist. 

8. Vektor, der mindestens ein Oligo- oder Polynukleotid gemafc einem der AnsprQche 1 bis 
5 enthalt. 

9. Wirtszelle, die einen Vektor gem§B Anspruch 8 enthalt. 

1 0. Oligo- oder Polypeptid welches durch ein Oligo- oder Polynukleotid gemali einem der 
. AnsprQche 1 bis 5 kodiert wird. 




Isoliertes Oligo-: Oder Polypeptid, das eine Arrtinosauresequenz ausgewShlt aiis der 
Gruppe von SEQ ID No:12 bis SEQ ID No:30 hat: 

• ' ' '' • 

SEQ ID No: 12 

43 GGTTVCLGQNSQ SPT S NH 
SPT SCPP T CP GY.R WMCLRR F 
II.FLFILLLCLIFLLALLDY 
Q G I L PV C P L I P G S A I N N R GQ 
C K T C T T T.AHGT SMYPYC CC T 
K P S DG.N C T C. I P I P S S WA F G.K 
F LW E WA S-ARFSWL S.LLV P F V 
Q.W.F. V G L S P T VW L S V I W 196 

SEQEDNoil3 , 

93 F LLALLDY Q'G I L P VCP'L IPG 
S A 1 N .N R GQ 120 

SEQ ID No: 14 

93 F L. LAL L DYQGI LP VCPLIPG 
S A I N N R G Q C K T C T T T AH G T S 
M Y P.Y C C C T 140 

SEQ ID No: 15 

- 101 Q G I L P V C P LI P. G S A INNRGQ 
C K 122 



SEQ ID No: 16 . , 

101 Q G I L P V C P L I P G S A I.N N RGQ 

C K TC T T T A HG T S MY PY C C C T 140 

SEQIDNo:17 

114 A I N N R 118 

SEQ ED No: 18 

110 I P G S A 114 , 

SEQ LD No: 19 

111 P G S A I 115 ' 

SEQ ED No: 20 - . _ 

. 112 G S A I N 116 : 

SEQ ED No.: 21 
. . 113. S A I N N 117 

SEQ ED No: 22 

115. I N N R G 119 




SEQ ID No: 23 

116 NNRGQ 120 

SEQ ID No: 24 

117 NRGQ C" 121 

SEQroNo:25 

118 R G Q C K 122 

SEQ ED No: 26 ? 
114 A I N N R GQ ... 120 

SEQ ID No: 27 

114 A I N N R GQ C K 122 

SEQ ED No: 28 

114 A I N N R,G QCKTCTTT AH 129 

SEQIDNo: 29 

114 AINNRGQCK TCTTTAHGTS M 

Y FY C C C t 140 , 

SEQroNo:30 - 

121 CKTCTT TAHGTSMYPYCCCT 140. 

1 2. Oligo- oder Polypeptid gemafc Anspruch 1 0 oder 1 1 , das zu jeweils mindestens 65 % 
Oder 66 % oder 67 % oder 68 % oder 69 % oder 70 % oder 71 % oder 72 % oder 73 % 
oder 74 % oder 75 % oder 76 % oder 77 % oder 78 % oder 79 % oder 80 % oder 81 % 

^Sfcpder 82 % oder 83 % oder 84 % oder 85 % oder 86 % oder 87 % oder 88 % oder 89 % 
^K>der 90 % oder 91 % oder 92 % oder 93 % oder 94 % oder 95 % oder 99 % oder 97 % 

oder 98 % oder 99 % mit einer der Sequenzen, ausgewahlt aus der Gruppe von SEQ ID 

No:12 bis SEQ ID No:30, identisch ist. 

13. I sollertes Polypeptid entsprecheiid der Seqiienz des HBs-Antigens des Hepatitis B-Virus, 
dadurch gekennzeichnet, daB es ein Oligo- oder Polypeptid gemali einem der Anspriiche 

" .10 bis 12 enthalt. 



14. Fragment eihes Polypeptids, welches der Sequenz des HBs-Antigens des Hepatitis B- 
Virus entspricht, dadurch gekennzeichnet, dafc das Fragment ein Oligo- oder Polypeptid 
gemafl einem der" Anspriiche 10 bis 12 enthalt. 



-30- 

15. Isoliertes. Polypeptid, welches fur die a-Determinante des HBs-Antigens des Hepatitis B- 
Virus kodiert, dadurch gekennzeichnet, dali es ein Oligo- oder Polypeptid gemali einem 
der AnsprQche 10 bis 12 enthalt. 

.16. Monoklonaler oder polyklonaler AntikSrper, der an HBs-Antigen, enthaltend ein Oligp- 

oder Polypeptid gemafi einem der AnsprQche 10 bis 15 bindet, der an HBs-Antigen eines 
. . Hepatitis B-Wildtypvirus aber nicht oder wenigstens signifikant schwacher bindet. 

1 7. Ein anti-idiotypischer Antikoiper, der eine Aminosauresequenz gemali einem der 
AnsprQche 10 bis 15 reprasentiert. 



N 



estkit zum Nachweis oder zur Bestimmung mittels einer Hybridisierungsreaktion einer 
Nukleinsaure, die fur eine Variants oder Mutante des Hepatitis B-Virus spezifisch ist, 
unter Verwendung mindestens eines Oligo- oder Polynukleotids gemaR einem oder 
mehreren der AnsprQche 1 bis 7. 

19. Testkitzum immunchemischen Nachweis odisr zur immunchemischen Bestimmung eines 
Antigens, das fur eine.Variante oder Mutante des Hepatitis B-Virus spezifisch ist, unter 
Verwendung mindestens eines monbklonalen oder polyklonalen Antikorpers gemafc 
Ahspruch 16. 

20. Testkit zum immunchemischen Nachweis oder zur immunchemischen Bestimmung eines 
«»pegen eine Variants oder Mutante ides Hepatitis B-Virus gerichteten Antikorpers unter 
^^Verwendung mindestens eines Oligo- oder Polypeptide gemali einem der AnsprQche 10 

bis .15. 

21. Immunogenes Peptid oder Mischung immunogener Peptide enthaltend eiri oder mehrere 
Oligo- oder Polypeptide gemali einem oder mehreren der AnsprQche 3 und 4 alleine oder 
in Verbindung mit bekannten HBV-lmmunogenen. 




Patentanspruche: 



t. Isoliertes pligo- oder Polynukleotid mit einer der Sequenzeri ausgewahit aus der Gruppe 
vonSEQIDNo:1 bis SEQ ID No:11: . 

SEQ ID No: 1 v 

127 GGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCAC 
TCACCAACCTCCTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTT 
ATCATCTTCCTCtTCATCCTGCTGGTATGCCTCATCTTCTTGTTGGCTCTTCTGGACTAT 
. CAAGGTATATTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTGCAATCAACAACAGGGGACAA 

TGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGAACCTCTATGCTATCGCTACTGTTGCTGTACAC 

AAACGTTCGGACGGAAATTGCAGCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAA 
TTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCCTGGCTC 
. CAGTGGTTCGTAGGGCTiTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTTATATGG 588 _ 

SEQ ID No: 2 . 

2767 TTCTTGTTGGCTCTTCTGGACTATCAAGGTATATTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCA . 
. GGATCTGCAATCAACAACAGGGGACAA 360 

SEQIDNo: 3 " 

. 2776 TTCTTGTTGGCTCTTCTGGACTATCAAGG 
.GGATCTGCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGA 
ACCTCTATGGTATCCOTACTGTTGCTGTACAC 420 

SEQ ID Nor 4 

301 CAAGGTATATTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCTGCAATCAACAACAGG 
GGACAATGCAAA 366 

SEQ ID No: 5 

301 CAAGGTATATTGCCCGTTTGTeCTCTAATtCCAGGATCTGCAATCAACAACAGG 
GGACAATGCAAAACGTGCACGACTACTGCTCACGGAACCTCTATGGTATCCCTACTGT 
TGCTGTACAC 420 

SEQ ID No: 6 
- 3430 GCAATCAACAACAGG 354. 

SEQIDNo: 7 
3420 GCAATCAACAACAGGGGACAA 360 

SEQ ID No: 8 

3420 GCAATCAACAACAGQGGACAATGCAAA 366 
SEQIDNo: 9 

3420 GCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCAC 387 
SEQIDNo: 10 

3420 GCAATCAACAACAGGGGACAATGCAAAACCTGCACGACTACTGCTCACGGAACC 
TCTATQGTATCCCTACTGTTGCTGTACAC 420 . 
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Zusammenfassung: , 

Neue Oberflachenprotein- (HBsAg-j Variante des Hepatitis B Virus 



Die Erfindung betrifft Sequenzeri einer neuen Variante des Hepatitis B surface Anti- 
igens (HBsAg) und Methoden zum Nachweisyon Nukleinsauren, Antigenen und 
Wagegervgerichteten Ahtikorpern in Patientenprpben. 
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